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研究成果の概要（和文）：分子シミュレーションと機械学習に基づくバーチャル空間での変異導入実験を通し
て、より高機能な抗体設計技術を考案し、以下の成果を得た。1）2種類の異なる抗体の物性の向上に成功した。
（2）3種類の異なる抗体の機能の向上に成功した。（3）機能性ペプチドの創製に成功した。（4）抗体の親和性
成熟過程を解析し、抗体進化の過程で導入される変異の役割を明らかにした。(5)単ドメイン抗体の抗原認識部
位の配列-構造相関を明らかにした。（6）上記1~5で同定されたデザイン変異を機械学習によりどの程度予測で
きるかを検証した。（7）分子動力学計算を用いて、さまざまなタンパク質工学実験結果の合理的な解釈を試み
た。

研究成果の概要（英文）：Through virtual mutagenesis experiments based on molecular simulations and 
machine learning, we have made advances in antibody design: (1) Enhanced properties of two 
antibodies. (2) Improved function of three different antibodies. (3) Created functional peptides. 
(4) Analyzed antibody affinity maturation, clarifying mutation roles. (5) Revealed 
sequence-structure correlation of the antigen binding site in single-domain antibodies. (6) Verified
 the predictability of machine learning in identifying designed mutations. (7) Used molecular 
dynamics calculations for rational interpretation of various protein engineering results.

研究分野：バイオインフォマティクス

キーワード： 抗体設計　ペプチド設計　分子シミュレーション　機械学習　親和性成熟　安定性　分子設計　抗体工
学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
物質を分子レベルで自在に設計・制御する技術は、多くの研究者にとって「夢の技術」である。タンパク質の物
性を自在に制御できるようになれば、基礎研究のみならず、医薬品や新規素材開発への応用など、その社会への
インパクトも大きい。また、脊椎動物の免疫系に関わる抗体分子は、異物に対して高い特異性を持ち、生体防御
を担っている。抗体に関する研究は、生体分子の特異的分子認識機構に関する知見を与えるだけではなく、近年
注目を集めている抗体医薬品などの開発にもつながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

  近年、さまざまな計測技術や情報処理技術の飛躍的発展により、これまでの技術では観測で
きなかったものが観測できるようになり、得られるデータ量が大幅に増加している。例えば、次
世代シーケンサーによる遺伝子解析や、天体観測のための望遠鏡など、計測によるビッグデータ
の創出とコンピュータを用いた情報処理という一連の流れによる知識発見の例は枚挙に暇がな
い。「分子設計」においても、そうした流れは例外ではない。材料科学の分野では、データマイ
ニングなどの情報処理技術を通して、新材料や代替材料を効率的に探索する、「マテリアルズ・
インフォマティクス」という新分野も登場し、注目を集めている。 
  物質を分子レベルで自在に設計・制御する技術は、多くの研究者にとって「夢の技術」であ
る。そうした「夢の技術」の実現に向けて、タンパク質の分子設計は、「タンパク質工学」とし
て 1980 年台から盛んに行われてきた（Ulmer, Science, 219(4585):666-71, 1983）。これは、人間が
望む機能を持つタンパク質を目指して、遺伝子操作などでアミノ酸配列を改変し、機能性タンパ
ク質を創製する技術を確立する学問である（油谷克英・中村春木, 1991, 蛋白質工学 [朝倉書店]）。
タンパク質の物性を自在に制御できるようになれば、基礎研究のみならず、医薬品や新規素材開
発への応用など、その社会へのインパクトも大きい。 
  現状の機能性タンパク質の創製では、ファージディスプレイなどの進化分子工学を用いる
手法が主流である。2018 年にノーベル化学賞が与えられたことからも分かるように、ファージ
ディスプレイは確立された技術であり、広く普及している。例えば、リウマチ適応である抗体医
薬品「ヒュミラ」に関しても、ファージディスプレイを用いて取得されている。しかし、こうし
た手法では、抗原への「ランダム」な結合を基にタンパク質を選抜するため、標的への結合親和
性以外の物性の制御が難しい。また、そのランダム性から、特定のエピトープ （抗体が認識す
る抗原上の領域）を狙って抗体を取得することが難しくなっている。 
  一方で、21 世紀に入り、コンピュータを用いたタンパク質設計の例が報告され始めている。
2011 年には、インフルエンザウイルスのヘマグルチニンに結合するタンパク質の de novo 設計が
報告された（Fleishman et al., Science, 332(6031):816-21, 2011）。しかし、得られたタンパク質は標
的への結合親和性が低く、結合能を向上させるために、進化分子工学に頼る必要があった。した
がって、コンピュータだけで、文字通りゼロから、標的への高い結合親和性を有する機能性タン
パク質を創製したという例は、当時はまだ存在しなかった。つまり、たとえ標的タンパク質の複
合体構造が利用できたとしても、そこからコンピュータ技術だけで結合親和性を向上させるこ
とは、当時はまだ難しかった。特に免疫系において極めて重要な役割を果たしている「抗体」分
子に関しては、その医薬品や材料としての応用面での重要性にも関わらず、コンピュータで物性
や機能を向上させた例は僅か数例しか存在せず、それぞれの研究者が 1 つの標的（抗原）に対し
て独自に報告しており、その数少ない成功例は各論にとどまっていた。 
 
 
２．研究の目的 

  以上の背景をふまえ、本研究では情報・計算科学技術を活用し、ランダムな変異導入ではなく合
理的に高性能な抗体を創製するための方法論を確立することを目的とした。特に、どういう標的抗
原・条件の時にどのような計算手法を用いることで、目的の分子設計が実現できるかを、複数の
抗体を題材とし、検証した。また、抗体の抗原認識部位は相補性決定領域（CDR）と呼ばれる 6
つのループ状の限られた長さの部分構造で構成されている。IgG 抗体の全長はおよそ 1200 アミ
ノ酸で構成されるが、CDR に相当するのは、そのうちのおよそ 70 アミノ酸程度であり、中でも
最も機能面で重要と考えられている CDR-H3 の長さは、ヒト抗体では 5 アミノ酸から 30 アミノ
酸程度である。そこで、2 つ目の研究目的として情報・計算科学技術を用いた「ペプチド」の分子設
計を設定した。ペプチド分子は分子量が小さいため、計算面でも扱いやすい。標的抗原へ結合で
きるペプチドの自在設計が実現すれば、デザインペプチドを抗体 CDR へ移植することで、将来
的な機能性抗体の de novo 設計にもつながると考えた。抗体設計、ペプチド設計のいずれでもコ
ンピュータによる予測だけでなく、実験による予測の検証も行った。 
 
 
３．研究の方法 

  分子動力学（MD）計算には Gromacs を、分子デザイン計算には Rosetta や FoldX を用いた。
Rosetta に関しては、ソフトウェアの開発段階から関わっている。量子化学計算には GAUSSIAN
や PAICS を用いた。機械学習では Scikit-learn や PyTorch を用いた。設計した分子の標的への結
合親和性に関しては、等温滴定型熱量計 ITC 測定や表面プラズモン共鳴 SPR、ELISA などを用
いた測定を行なった。物性に関しては、示差走査熱量計 DSC 測定や示差走査蛍光光度 DSF 測定
などにより熱安定性を、動的光散乱法 DLS などを用いて凝集性の評価行なった。 



 

 

４．研究成果 

(1) コンピュータ上での網羅的なアミノ酸変異探索により 2 種類の異なる抗体 A と B の物性（熱安定
性や凝集性）の向上/改善に成功した。 
a. 抗体Aの熱安定性を上げることに成功した。DSCにより熱安定性を実験的に評価した。

デザイン抗体を長期間保存した場合の凝集性の改善も DLS 測定により確認した。抗原
に対する結合能も ELISA を用いて評価し、結合能が維持されていることを確認した。 

b. タンパク質の表面に荷電性のアミノ酸を導入することで、その物性を向上させる
「Supercharging」という技術が知られている。抗体 A に対して Supercharging 計算を実
施し、その物性および機能を実験的に測定した。熱安定性に関しては、Supercharging抗
体は pH 変化に対してロバストであることを DSC 測定により明らかにした。抗体の表
面電荷のバリエーションによるデザイン抗体の凝集性の変化/改善も DLS 測定により確
認した。さらに、リゾチームの実効電荷はプラスであるにも関わらず、実効電荷をプラ
ス 10 にしたデザイン抗体は、野生型と同等な結合性を持つことを ITC 測定により示し
た。また、その原因が溶媒中に含まれるリン酸イオンに由来することを MD 計算を用い
て明らかにした。 

c. 抗体 B では、コンピュータ設計により熱安定性の向上は見られたものの、抗原に対する
親和性は低下してしまった。MD 計算により、その原因がデザイン抗体の構造柔軟性お
よび動的挙動の変化に由来することを明らかにした。 

 
 
(2) コンピュータ上での網羅的なアミノ酸変異探索により 3 種類の異なる抗体 C、D、E の機能（結合親

和性や中和能）の向上に成功した。 
a. 金属イオンの有無で動的挙動が変化する抗原を認識する抗体 C に対して、コンピュー

タ設計を行なった。抗体 C は、金属イオンの存在下に比べ、非存在下ではこの抗原との
結合親和性が低下することが知られていたが、金属非存在下でも存在下と同程度の結合
親和性を獲得できるようなデザイン計算に成功した。デザイン部位は、抗原タンパク質
単独での MD 計算により同定した。また、ITC 測定により実験的に得られた熱力学的プ
ロファイルとデザイン抗体の MD 計算により得られた統計量の一致を確認し、デザイン
計算およびMD 計算による実験測定結果の解釈の妥当性の検証に成功した。 

b. ウイルス A を標的とする抗体 D に対してデザイン計算を実施し、抗原タンパク質に対
する 50倍以上の結合親和性の向上に成功した。中和能の向上も実験的に確認した。 

c. ウイルス B を標的とする抗体 E に対してデザイン計算を実施し、ウイルス B の変異株
の抗原タンパク質に対しても、新たな特異性・中和能を獲得できることを示した。結果
として、ウイルス B の複数の変異株に対しても幅広い中和能を有する新規抗体を分子
設計することに成功した。ここでは、研究代表者の過去の研究（Kuroda & Gray 
Bioinformatics 2016）に基づき、従来から使われている「相互作用エネルギー」の他に、
相互作用面の「かたちの相補性」や「水素結合の数」などを指標にデザイン計算を行な
った。 

 
 
(3) コンピュータ設計により機能性ペプチドの創製に成功した。 

a. 分担者の森本らと共同で、非天然骨格を持つペプチドの分子設計に成功した。量子化学
計算を用いることで、取りうる配座を予測し、それが目的の配座を取っていることを X
線構造解析により確認した。また、MD 計算を用いることで、ペプチドの溶液中（水お
よびエタノール中）での挙動を考察した。 

b. 天然のアミノ酸のみから構成されるペプチド断片をスキャフォールド蛋白質（Adhiron）
に移植することで、どの程度構造変化が起こりうるのかを解析した。移植したペプチド
断片が目的の二次構造を取るために必要な因子を MD 計算を用いて同定した。 

 
 
(4) 抗体の親和性成熟過程を分子シミュレーションにより解析し、抗体進化の過程で導入される変異

の役割を明らかにした。 
a. SPR 測定および DSC 測定により、抗体の親和性成熟過程で導入される変異がどのよう

に抗体の物理化学パラメータに影響を与えているかを定量的に明らかにした。 
b. MD 計算を用いて抗体の物性変化と構造ダイナミクスの関係も明らかにした。  
c. さらに、抗体の Germline 配列での立体構造を X 線結晶構造解析により明らかにした。
従来の抗体の親和性成熟に関する通説とは異なる、親和性成熟の過程での構造ダイナミ
クスの変化に関する新たな知見を得た。特に、抗体の CDR4領域の構造変化に関する知
見を得ることができた。さらに、生体内の親和性成熟過程とコンピュータによる分子設
計の結果の相違点を、実験的に明らかにした。  

 



 

 

(5) 単ドメイン抗体の抗原認識部位の配列-構造相関を明らかにした。 
a. タンパク質立体構造データバンク（PDB）に登録さている立体構造が既知の 370個の単
ドメイン抗体に基づき、その多様な CDR-H3 の立体構造を目視で分類し、多様なアミノ
酸配列との相関関係を明らかにした。これら の知見は、単ドメイン抗体の「立体構造
予測」や「合成ライブラリ設計」に役立つことが期待される。 
 
 

(6) 上記 1〜5 でシミュレーションにより同定され、実験的にもその効果が確認されたデザイン変異を、
機械学習によりどの程度予測できるかを検証した。深層学習に基づく抗体立体構造予測精度の
検証も行なった。 
a. 予測モデルの構築には公共データベース（ProTherm および SKEMPI）に登録されている

変異情報を用いた。シミュレーションにより得られたデザイン変異のランキングが、機
械学習を用いることでどのように変化（改善）するかを検証した。結果として、デザイ
ン計算の予測精度の向上は見られなかった。その理由の 1 つとして、データベースに登
録されている変異体情報の偏り・網羅性の欠如が考えられる。特に変異体のデータベー
スには、その実験上の要請から、アラニン変異のデータが非常に多く登録されている。
そのため、データに大きな偏りが生じてしまい、その偏りの除こうとすると結果として、
データセットの数が少なくなってしまい、網羅性が乏しくなってしまう。機械学習をす
るにあたり学習データの網羅性は一つの鍵となる。深層学習の高い汎化能力を持ってし
ても、現状では変異の影響を高精度で予測するのは難しい。今後も継続して予測モデル
のパラメータのチューニングを行なっていくとともに、変異データ（変異部位・種類お
よび実験評価値）以外の学習データ（立体構造やアミノ酸配列）を積極的に活用するこ
とで、機械学習を用いた抗体分子設計の精度向上につなげたいと考えている。 

b. Alphafold2 がどの程度抗体の立体構造予測に使えるかを検証した。他の抗体に特化した
深層学習に基づく予測手法やシミュレーションに基づく予測手法との比較を行った。ベ
ンチマークに用いる抗体としては、予測モデルの構築に使われていない比較的新しい抗
体の立体構造を用いた。結果として、いずれの手法でも、CDR-H3 の予測精度は平均す
ると結晶構造からのズレが 2 Å を超えてしまうことが明らかとなった。ここまで構造が
ずれてしまうと、そうしたモデル構造をその後のドッキング計算やデザイン計算に用い
ることは現実的ではない。従って、抗体の立体構造予測問題は未解決な課題であると言
える。 

 
 
(7) その他、分子動力学計算を用いて、さまざまな実験結果の合理的な解釈を試みた。 

a. アミノ酸配列の相同性が極めて高いにもかかわらず、その物性に大きな違いが見られる
抗体 2種に対して、MD 計算を用いた比較解析を行い、どのような変異・要因が抗体の
物性および機能を決定しているのかを明らかにした。 

b. 7種の単ドメイン抗体のフォールディング機構のシミュレーション解析および実験によ
る物性・機能測定を実施した。単ドメイン抗体の特徴の 1 つとして、その巻き戻り（リ
フォールディング）のしやすさが知られている。昇温前後で抗原に対する結合性を
ELISA で測定したが、今回扱った 7種の抗体では予想通りのリフォールディングが見ら
れた。一方で、熱安定性を DSC により測定したところ、7種の抗体で大きな違いが見ら
れた。これらの実験結果を解釈するために、MD 計算を実施し、熱安定、フォールディ
ング機構および機能の関連を精査した。 

c. わずか一個の水素が付加されだけで、リン酸基に対するタンパク質の分子認識様式が変
化しうる可能性を示した。リン酸基が PO3-2の状態では、その官能基の持つ対称性のた
めに、リン酸基がタンパク質と結合した状態を維持したまま、容易に回転することがで
きる。一方で、PO3H-1の状態では、そうしたリン酸基の対称性が失われるため、官能基
側鎖の回転が難しくなる。リン酸化エピトープを認識する抗体に対しても同様の解析を
行い、こうしたリン酸基の回転現象が見られることを確認した。翻訳後修飾によるアミ
ノ酸側鎖のリン酸化は、生体内で普遍的に見られる現象であり、生体内でのそうしたリ
ン酸化状態の異常は即疾患につながる。本研究による成果は、リン酸基を特異的に認識
するタンパク質の分子設計に役立つと考えられる。 

 
 
以上から、本研究により、立体構造に基づき既存の抗体を改良するための方法論はある程度確立

てきたと考えている。今後は抗体工学の最初のステップである抗体を取得するところから、情報・

計算技術を活用することが期待される。一方で、抗体 CDR-H3 の立体構造予測やアミノ酸変異が

抗体の物性や機能に与える影響の予測は、各論としての成功例は報告されているものの、未だ汎

用的な技術にはなりえていないことも明らかとなった。 
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